


APLICACION DE METODOS INMUNOLOGICOS 
EN LA FAUNA DE ECOSISTEMAS ACUATICOS 
1) Reacción de Ouchterlony en la determinación de la relación 
predator-presa con relación a la mesofauna Arthropoda. 
(Comunicación Previa) 
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SUMMARY: Application of inmunologic methods in the fauna of aquatic ecosystems. I) Reaction of 
Ouchterlony in the determination of the predator—prey relation with reference to the 
Arthropoda mesofauna. 


The Ouchterlony reaction is used with specimens of Hyalella pampeana Cavallieri 
(Crustacea Amphipoda) as antigen. Precipitation reactions have been obtained opposing 
different concentrations of the antigen with the antísuera that results from previous 
inoculations in rabbits. 


INTRODUCCION 


La aplicación de métodos inmunológicos para la determinación de relaciones interes- 
pecíficas alimentarias del orden predator—presa, constituye uno de los criterios más 
adecuados para establecer la identidad de las fuentes alimentarias que los consumidores 
secundarios utilizan en su medio natural. 

Es reconocida además, la dificultad que se observa cuando se intenta establecer este 
tipo de relaciones en base al análisis de contenidos intestinales o estomacales. El problema 
es obviamente más complejo cuando los presumibles predatores poseen aparatos bucales 
adaptados a mecanismos de succión, alimentándose en este caso solamente de líquidos 
tisulares o tejidos sólidos histolizados. 


MATERIAL Y METODOS 


Se emplea en este aporte preliminar, la reacción de Ouchterlony (1953), basada en el 
fenómeno de difusión de antígenos y anticuerpos a través de un gel, para demostrar la 
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relación inmunológica de determinados antígenos frente a un suero anti, por medio de 
arcos de precipitación que se forman al enfrentarse. La eficiencia de esta técnica en 
problemas relativos a la Limnología, se demuestra utilizando como antígeno, extractos 
provenientes de especímenes de Hyalella pampeana Cavallieri (Crustacea Amphipoda), 
componente faunístico dominante en la fracción mesoscópica de comunidades o comple- 
jos comunitarios representativos de ecosistemas acuáticos lénticos del área bonaerense. 


OBTENCION DEL ANTIGENO 


Los ejemplares de Hyalella pampeana se obtuvieron a partir de muestras de vegeta- 
ción flotante, con predominancia de Azolla filiculoides Lam. (Salviniaceae), en un sector 
de la laguna de Chascomús (Provincia de Buenos Aires), próximo a la desembocadura del 
Arroyo San Felipe, uno de sus efluentes. Las muestras fueron procesadas en embudos de 
Berlese (y expuestas a desecación con lámparas de 25 W durante 72 horas). Los anfípodos 
fueron colectados en frascos con agua y separados de los restantes taxia. 

Una vez realizada la separación, los especímenes fueron sometidos a lavados repetidos 
en agua destilada esterilizada y posterior desecado en estufa a 350 C durante 90 minutos. 
El material así obtenido fue macerado en solución fisiológica esterilizada en una propor- 
ción de 1g/ 10 cc y conservado en refrigeradora. 


PLAN DE INOCULACION PARA LA OBTENCION DEL SUERO ANTI 


El antígeno, contenido en tubos de ensayo de 10 ml, fue descongelado por inmersión 
en agua a temperatura ambiente y posterior agitado intenso, hasta hacer desaparecer 
totalmente los cristales formados durante el período de refrigeración. Luego fue filtrado 
por gasa estéril, desechando de esta manera los sedimentos de material quitinoso del 
fondo de los tubos. 

Se siguió el método de inoculaciones en conejo de Gell y Combs (1965) modificado. 
Se utilizaron para las inoculaciones inicial y complementarias, cuatro conejos gigantes de 
Flandes, de aproximadamente tres kilogramos de peso cada uno, realizándose las inocula- 
ciones de refuerzo en tres ejemplares, al morir uno de los conejos antes de iniciar esta 
etapa. 
Para las dos primeras aplicaciones se utilizó antígeno emulsionado en coadyuvante de 
Freund incompleto (Bayol F, 17 partes; Arlacel A, 3 partes), operándose, para obtener 
una emulsión conteniendo 10 mg de antígeno/cc de la siguiente manera: se extrajo 0.1 cc 
del filtrado (antígeno) añadiéndose 0.4 cc de solución fisiológica, obteniéndose de esta 
manera un volumen de 0.5 cc. Luego se agregó 0.5 cc de coadyuvante de Freund, 
completándose 1 cc de emulsión. De acuerdo a este cálculo se prepararon de la misma 
forma 8 cc de emulsión, para inocular a los cuatro conejos (dos inoculaciones simultáneas 
por ejemplar de 1 cc cada una). 

El programa de inoculaciones se desarrolló según el siguiente esquema: 


a) Inoculación inicial: 
Fecha: Método de inoculación 
5-12-73 1 cc intramuscular en cada 


muslo (antígeno + coadyuvante) 
b) Inoculaciones complementarias: 
Fecha Método de inoculación 
26-12-73 1 cc intramuscular en cada 
hombro (antígeno + coadyuvante) 
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4-1-74 1 cc sol. acuosa del antígeno 
al 1%, vía subcutánea 

7-1-74 0.5 cc sol. acuosa del antígeno 
al 1%, vía subcutánea. 

8-1-74 íbidem 

9-1-74 ibidem 

11-1-74 1 cc sol. acuosa del antígeno 
al 1%, vía subcutánea 

14-1-74 íbidem 

16-1-74 ibidem 


c) Inoculaciones de refuerzo: 


Fecha Método de inoculación 

12-2-74 1 cc sol. acuosa del antígeno 
al 3%, vía subcutánea. 

19-2-74 íbidem 

28-2-74 ibidem 


SANGRIA DE PRUEBA Y OBTENCION DEL SUERO ANTI 


Las sangrías de prueba se realizaron seis días después de finalizadas las inoculaciones 
de refuerzo. Se obtuvieron aproximadamente 6 cc de sangre de cada uno de los tres 
conejos sometidos al programa completo de inoculaciones. Para evitar los riesgos a que 
ordinariamente están expuestos estos animales cuando las sangrías se efectúan por 
punción intracardíaca, las mismas se realizaron a partir de las venas marginales del 
pabellón auditivo. Previamente a la punción se rasuró la parte externa de esta zona y se 
frotó con un algodón embebido en una solución de alcohol 960 y xilol, en partes iguales. 
Esta solución, mediante aplicación externa, provoca una marcada vasodilatación que 
facilita notablemente la visualización de la red vascular. 


Una vez realizada la sangría, se obtuvieron los sueros correspondientes a cada uno de 
los ejemplares, por separación, mediante centrifugación. Los sueros provenientes de cada 
conejo fueron numerados del 1—3 y conservados en refrigeradora. 


PROCEDIMIENTO SEGUIDO CON EL SUERO ANTI Y LAS 
DISTINTAS CONCENTRACIONES DEL ANTIGENO 


Se aplicó la reacción de Ouchterlony (1953) que se basa en la doble difusión 
(antígeno y suero anti) a través de un gel, procedimiento éste adecuado para cualquier 
reacción antígeno—anticuerpo que de un precipitado visible. 

El medio se preparó con Special Agar Noble (Difco) al 1.5% y Metorgán 1/10.000 
como conservador. El agar se fundió en un frasco en baño de agua hirviendo y se virtió en 
una cápsula de Petri de 6 cm de diámetro, que se mantuvo tapada hasta que se completara 
la gelificación. 

Las perforaciones se realizaron según el esquema clásico, que consiste en enfrentar un 
suero anti frente a cuatro antígenos. En nuestro caso particular, utilizamos la misma 
fuente antigénica en concentraciones distintas. Tanto el suero anti como las distintas 
concentraciones del antígeno fueron colocadas en el medio, previa perforación con un 
sacabocado succionable. Este esquema se realizó para cada uno de los ejemplares inocula- 
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dos, confrontándose los resultados obtenidos en este caso con el correspondiente a la 
misma experiencia con suero normal (figs. 1, 2, 3, 4). 





Disposición de las distintas concentraciones del antígeno; 1, ante suero normal (e); 2, ídem ante suero 
anti (e); a, antígeno puro; b y d, antígeno al 10 %; c, antígeno al 1%; 3 y 4, ejemplar NO 1 y ejemplar 
NO 2; a y c, antígeno al 10%; b y d, antígeno al 1%; e, antisuero. 


Una vez que aparecieron los arcos de precipitación (reacción antígeno—anticuerpo), 
se archivaron las reacciones de acuerdo al siguiente procedimiento: se cubrieron las 
cápsulas con solución fisiológica, que se renovó tres veces por día, durante dos. De esta 
manera se pudo eliminar la proteína soluble, quedando solamente los arcos de precipita- 
ción. Se traspasó el gel de la cápsula a una plancha de vidrio y se cubrió con un papel de 
filtro mojado (cuidando que no quedaran burbujas), durante 24 horas a temperatura 
ambiente. Se sumergió finalmente la plancha de vidrio con el agar desecado, que queda 
como una fina película, en el colorante elegido. En nuestro caso particular utilizamos la 
coloración con Verde de Lisamina, cuya composición es la siguiente: Verde de Lisamina 
(0.5 g); Alcohol Metílico (50 ml); Agua Destilada (40 ml) y Acido Acético (10 ml). Como 
agente decolorante se utilizó una solución de Acido Acético (5 ml) y Agua Destilada (95 
ml). 
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RESULTADOS 


La obtención de arcos de precipitación enfrentando el antígeno con el suero anti, 
extraído de cada uno de los conejos inoculados, se logró de acuerdo a los siguientes 
resultados: 


PRUEBA 1: Se utilizaron tres concentraciones distintas del antígeno, una de ellas 
pura, dos al 10% y una al 1%, obteniéndose tres arcos de precipitación, correspondientes 
al antígeno diluído (fig. 2), no formándose precipitado con el antígeno puro. La ausencia 
de reacción se interpreta por no haber reacción óptima en la concentración antígeno—an- 
ticuerpo (exceso de antígeno). 

PRUEBA 2: Esta prueba fue realizada con los ejemplares 1 y 2, formándose cuatro 

„arcos de precipitación, siendo notoriamente más intensos en este último. Dos de los arcos 
corresponden a una concentración del antígeno del 10% siendo la concentración de los 


dos restantes del 1%. 
Para corroborar la eficiencia de esta técnica se realizaron pruebas con suero normal 


(de ejemplares no inoculados), no obteniéndose en estos casos, ninguna reacción de 


precipitación. 


CONCLUSIONES PRELIMINARES Y PERSPECTIVAS 


Los resultados logrados mediante la aplicación de la reacción de Ouchterlony permi- 
ten considerar que: 


1) Los especímenes de H. pon peana pos ia para esta experiencia inicial son 
antigénicos y dan reacciones observables “in vitro” (precipitación), al haberse logrado la 
formación de anticuerpos en conejo, de acuerdo al programa de inoculaciones realizado. 


2) Esta etapa constituye el paso inicial, para las investigaciones que en lo sucesivo se 
irán desarrollando en relación con la determinación de predatores naturales de elementos 
meiofaunísticos dominantes en comunidades representativas de ambientes acuáticos lénti- 
cos del área bonaerense. 


3) En tal sentido se realizarán: 


a) Experiencias controladas con representantes conspicuos de la clase Insecta, 
para ajustar los aspectos metodológicos de esta técnica y lograr de esta manera su 
máxima eficiencia. 

b) Ensayos con las especies más representativas del suborden Cryptocerata 
(Hemiptera). 

c) Experiencias con especímenes colectados en su medio natural. 
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